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1. Verfahren zur Herstellung von nicht-thromboge- 
nen Substanzen, fur die Herstellung von Membra- 
nen. Organersatzteilen, Kanuien. Spritzen, Schiau- 
Chen, Rohren, Blutbehaltern und ahnlichen, fur den 
Einsatz m der Medizin angewandten Blutbehaltnis- 
sen durch Verankerung von HS I an Polymere und/ 
Oder auf Oberflachen von alien bis haute bekannten 
u,? oy.'"^^" synthetischen Polymeren, ein- 
schhefilich deren bis haute bekannten Copoiyme- 
ren und deren Derivate und reaktiven Derivate wie 
zuvor beschrieben. HS I ist dadurch gekennzeich- 
net daB es sich urn ein spezifisches Endothelzello- 
berflachen-Proteopoiysaccharid handelt, welches 
nur von diesen Zellen produziert wird. Es tragt drei 
bis vier Polysaccharidseitenketten, die ein Moleku- 
argewicht von je 35 000 aufweisen und ein zentra- 
les Coreprotein mit einem Molekulargewicht von 
etwa 55 000. Der Polysaccharidanteil dieser Sub- 
stanz unterscheidet sich von alien bisher bekannten 
Strukturpolysacchariden und Glykosaminoglyka- 
nen. speziell von alien bekannten Heparinen und 
Heparansulfaten dadurch, daB er keinerlei Wech- 
selwirkungen mit den Faktoren der Blutgerinnung 25 
und keinerlei sonstige biologische Aktivitat auf- 
weist die bisher bei Giykosaminogiykanen und 
speziell Heparinen und Heparansulfaten beobach- 
tet wurde, weitere Details siehe oben. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet. daB etwa 0.01-1 00 ^g HS I pro Quadrat- 
zentimeter PolymeroberfJache kovalent gebunden 
werden und zwischen 1 und 80 kovaienten Veran- 
kerungsstellen oder Querbrucken zwischen HS I 
und Polymer vorliegen. 

3. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekenn- 
zeichnet. daB die Verankerung von HS I in oder auf 
dem polymeren Substrat durch Salzbrucken hy- 
drophobe Interaktionen. Wasserstoffbruckenbin- 
dung und van der Waals Krafte, Adsorption, Mi- 40 
kroverkapselung oder NetzwerkeinschluB in einer 
Konzentration von t jig- lOOOng pro Quadrat- 
zentimeter stattfindet. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 -3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB HS I an Polymersubstrate verankert 
wird unter Ausnutzungder Proteinleisten von HS I 
Bei in-vivo Applikation von Spezies-differentem 
Material muB die Lange und Struktur der Protein- 
leiste des HS I so geschaffen sein, daB keine immu- 
nologischen oder sonstigen Unvertraglichkeitsre- 50 
aktionen auftreten konnen. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 -3, dadurch gekenn- 
zeichnet. daB die HS I Polysaccharidkette an das 
polymere Substrat kovalent gebunden wird 

6. Verfahren nach Anspruch 1, 2. 4 und 5, dadurch 55 
gekennzeichnet. daB alle bekannten Verbriickungs- 
reagenzien oder Quervernetzungsmethoden zur 
Herstellung kovalenter Bindungen zur Veranke- 
rung von HS I an Polymeroberflachen eingesetzt 
werden konnen. die zur Verankerung von Farbstof- 
fen an Polymere oder Proteinen an Polymere oder 
Proteinen und Kohlenhydrate an Polymere oder 
Biopolymere untereinander eingesetzt werden 
weitere Details siehe oben. 

7. Verfahren nach Anspruch 1. 2. 4-6, dadurch ge- 
kennzeichnet. daB HS I und/oder das polymere 
Substrat mit den bekannten proteinchemischen 
Methoden und den Methoden der Enzymimmobili- 
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sierung sowie den Methoden der Polysaccharidche- 
wc^'r ("^^'y^erchemie aktiviert und anschlie- 
Uend HS j mit dem Polymersubstrat kovalent ver- 
bunden wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 1. 2.4-7. dadurch ge- 
kennzeichnet. daB die kovalente Verbruckung von 
HS I an polymere Substrate entweder mit der 
Querbruckenlange "0" (Selbstquervernetzung oder 
Vernetzung nur unter Beteiligung der funktionellen 
Oruppen des polymeren Substrates und des HS [)) 
Oder mit der Querbruckenlange groBer als 0 unter 
Verwendung von hydrophilen oder hydrophoben 
amphiphilen, geladenen oder ungeladenen Spacern " 
in einer GroBenordnung 0.2-5 nm erfolgt, 
9. Verfahren nach Anspruch 1, 3-5, dadurch ge- 
kennzeichnet. daB die salzartige Bindung von HS 1 
an das polymere Substrat entweder direkt uber die 
geladenen funktionellen Gruppen erfolgt, oder un- 
ter Zuhilfenahme von zwischen HS I und polyme- 
ren Substrat gelegenen, geladenen Substanzen, wie 
Z.B. zwitterionische Substanzen und Polymere 

GroBenordnung 

0,15-200 nm. ® 
1 0 Verfahren nach Anspruch 1.3-5 und 9, dadurch 
gekennzeichnet, daB die geladene Gruppe entwe- 
der direkt am backbone des polymeren Substrates 
Oder des HS I oder unter Verlangerung des Ab- 
standes zwischen geladener Gruppe und polyme- 
rem Substrat bzw. HS I durch Verlangerung der 
Seitenketten des Polymeren in einer GroBenord- 
nung von 0,15-500 nm gebunden ist. 

1 1. Verfahren nach Anspruch 1, 3-5, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das HS 1 zunachst an positiv ge- 
ladene Gruppen bindet, die Bestandteil von Sub- 
stanzen mit hydrophoben Resten sind, uber die eine 
hydrophobe Bindung an das polymere Substrat zu- 
stande kommt. 

12. Verfahren nach Anspruch 1-5, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB HS I an polymere Substrate ad- 
sorbiert wird iiber salzartige Bindung. Wasserstoff- 
bruckenbmdung. hydrophobe Interaktionen und 
van der Waals Krafte, und danach die Quervernet- 
zung mit Reagenzien und Methoden nach An- 
spruch 6 und 8 erfolgt. 

13. Verfahren nach Anspruch 1 und^3. dadurch ge- 
kennzeichnet. daB HSI immobilisiert wird durch 
Vorpolymerisierung des zu erstellenden Polymer- 
substrates, welches noch loslich ist; anschliefiend 
wird HS I mit oder ohne Vemetzungsmittel zuge- 
geben und zu Ende polymerisiert zu einem unlosli- 
chen Polymersubstrat. 

14. Verfahren nach Anspruch 1 und 3. dadurch ge- 
kennzeichnet. daB das HS I im Polymersubstrat mi- 
kroverkapselt wird nach der Methode der Grenz- 
schichtenpolymerisation. der Flussigkeitentrock- 
nungsmethode, der Koadservierungsmethode, der 
Phasenmethode und der Liposomentechnik. 

15. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch ge- 
kennzeichnet. daB HS I mit reaktionsfahigen Sei- 
tenketten von Vinylmonomeren umgesetzt wird- 
anschlieBend wird nach den ubiichen Methoden mit 
anderen Monomeren copolymerisiert 

Beschreibung 



Die yorhegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
Herstellung von hamokompatiblen Substraten durch 
Einarbeitung. Adhasion und/oder Modifizierung und 
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Verankerung von nichtlhrombogenem Endothelzello- 
berflachen-Polysaccharid (HS I) in seiner Peptid-gebun- 
denen oder freien Form in und/oder auf synthetische 
und Bio-Polymere (Substrate) mitteis physikalischer 
Verteilung. Adhasion an der Oberflache und/oder che- 
mischer Verankerung, die als blulvertragliche Substrate 
in dfer Medizih eingesetzt werden konnen. Diese Poly- 
mere konnen in Form von Fasern. Hohlfasern, Membra- 
nen. Organersatzteilen* Kantilen, Spritzen. Schlauchen, 
Blutbehaltern oder in anderer Form vorliegen oder da- 
zu verarbeitet werden. 

Es ist bekannt, daB unphysiologische Polymere ohne 
zusatzliche HilfsmaBnahmen bei Blutkontakt mehr oder 
weniger rasch zur Blutgerinnung fiihren. Weiterhin ist 
bekannt, daB die Stromungsverhaltnisse des Blutes. die 
u. a. beeinfluBt werden durch die Gestalt, Oberflachen- 
beschaffenheit und elastischen Eigenschaften von Sub- 
straten. den GerinnungsprozeB des Blutes ebenfalls 
stark beeinflussen. Wenn jedoch geeignete Polymere 
wie z. B. EP-Copolymere. Cellulose, fluoriertes Poly- 
ethylen. Polyetherurethan. Polyethercarbonat, Hydro- 
gele von z. B, Polyarcrylamid ausgewahlt werden, 
nimmt die Blutgerinnung nach Polymerkontakt deutiich 
ab. 

Eine andere Moglichkeit besteht darin. die Blutgerin- 
nung weiter herabzusetzen durch Oberziehen von hy- 
drophoben Polymeren mit Albumin. Eine weitere Mog- 
lichkeit zur Herabsetzung der Koagulation des Blutes 
ist der Einsatz von sulfonierten und sulfatierten Produk- 
ten wie z. B. sulfatiertes Polystyrol oder Vinylsulfonsau- 
rehaltige Copolymere. 

Die groBten Blutgerinnungs-hemmenden Effekte 
wurden erzielt durch Einbau oder Oberflachen-Modifi- 
zierung von Polymeren, mit blutgerinnungshemmenden 
Mitteln, wie Heparin oder Heparinoide. Schon der Ein- 
schluB von Heparin in mikroporoses Kunststoffmateri- 
al, aus dem es leicht herausdiffundieren kann. fuhrt zu 
einer antikoagulierenden Wirkung. Deutlichere Effekte 
wurden erzielt durch oberflachliche Modifizierung von 
z. B. Styrol mit anschlieBender salzartiger Bindung von 
Heparin. 

Durch die bisher produzierten Materialien ist es aber 
noch nicht gelungen, eine Blutvertraglichkeit zu errei- 
chen, wie sie z. B. die intakte Endothelzeiloberflache auf 
der luminalen Seite des BlutgefaBes bewirkt. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist ein Verfah- 
ren zur Herstellung von hamokompatiblen, polymeren 
Substraten. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Ver- 
fahren zur Einlagerung, Adsorption oder Bindung eines 
biologisch und speziell gerinnungsphysiologisch inerten 
Endothelzelloberflachen-Polysaccharid in seiner freien 
oder peptidgebundenen Form an oder in geeignete - 
Polymere. Diese Einlagerung, Adsorption oder Bindung 
kann uber van der Waals Wechselwirkungen. Salzbruk- 
ken, Chelatbindungen oder durch kovalente Bindung 
erreicht werden. Die Blutvertraglichkeit der so gewon- 
nenen modifizierten Polymeren ist gegenuber alien bis- 
her bekannten Polymeren deutiich verbessert. 

Die so modifizierten Polymere sollen Einsatz finden 
in Form von ktinstlichen Organen, Membranen, Hohlfa- 
sern, Oxigenatoren, Spritzen. Schlauchen. Behaltern, fa- 
serhaltigen Gebilden, die dadurch gekennzeichnet sind, 
daB 

1. HS I eingearbeitet oder immobilisiert oder auf 
der Oberflache verankert wird in synthetische und 
Biopolymere nach den bekannten Methoden der 
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Immobilisierung von Enzymen. Membranherstel- 
lung, der JCunststoffverarbeitung und den Metho- 
den der Polymerchemie iiber van der Waals Krafte, 
hydrophobe Interaktionen, Chelatbindungen und 
salzartige Bindungen. 

2. HS I kovalent verankert wird an synthetischen 
Polymeren und Biopolymeren nach den Methoden 
der Peptidchemie, Proteinchemie, Zuckerchemie 
oder Polymerchemie. 

Unter dem Begriff HS I wird ein Endothelzelloberfla- 
chen-Proteo-Polysaccharid mit einem Molekularge- 
wicht von etwa 195 000 und einem Molekulargewicht 
des Polysaccharidteils von 35 000 bei 3—4 Polysaccha- 
ridketten/Molekiil, und einem Peptidanteil von 55 000 
verstanden. Der Polysaccharidanteil, eine Untereinheit 
des MolekUls, die uber Proteolyse oder Alkaliabbau zu- 
ganglich ist, hat sich in alien biologischen Aggregations- 
und Funktionstesten als vollig inert erwiesen, z. B, in 
bezug auf 

— Wechselwirkung mit den Faktoren der Blutger- 
innung, 

— Wechselwirkung mit Antithrombin III, 

— Wechselwirkung mit Heparin-bindenden 
Wachstumsfaktoren wie z. B. Platelet derived 
growth factor etc., 

— Wechselwirkung mit Bindegewebsstrukturpoly- 
meren wie Kollagen I— VI, Laminin, Fibronectin, 
Nidogen und Entactin, 

— Wechselwirkung mit Thrombozyten. 



Diese Substanz kann als Polysaccharidanteil mit oder 
ohne verbleibendem Peptidrest fur die Bindung an Poly- 
mere zur Herstellung hamokompatibler Substrate ein- 
gesetzt werden. Die Langzeit-Blutvertraglichkeit von 
Peptid-gebundenem HS I-Polysaccharid kann durch 
Bindung von Plasmaproteinen an den verbleibenden 
Peptidrest oder Immunisierung bei Verwendung von 
HS I aus anderen Spezies eingeschrankt sein. In einem 
solchen Fall wird der Peptidrest durch weitere Proteoly- 
se verkurzt oder, falls erforderlich, durch Einwirkung 
von 03 M NaOH restlos entfernt. 

HS I wird aus dem konditionierten Medium von mas- 
senkultivierten Endothelzellen oder aus den Endothel- 
zellen selbst nach Molgewicht, Hydrophobizitat und La- 
dung gereinigt: 

Bovine aortale Endothelzellen, oder Endothelzellen 
aus anderen Spezies und anderen BlutgefaOen, bzw. En- 
dothelzellen aus anderen Geweben wie z. B. Cornea, 
Liquorhohlen etc, werden durch Behandlung mit Kolla- 
genase, durch mechanische Ablosung, durch Behand- 
lung mit anderen lytischen Reagenzien wie z. B. Hepari- 
nase und/oder Heparitinase, durch Behandlung mit 
55 Trypsin oder anderen Proteasen, durch Einwirkung von 
EDTA, EGTA oder anderen Chelatbildnern aus dem 
Gewebe gelost und in herkommlichen Gewebekultur- 
ftaschen, in Petrischalen, in Hollow-Fiber-Perfusions- 
kulturen. auf Beads, in RoUerflaschen oder in anderer 
60 Weise in grofler Anzahl gezuchtet (2 x 10^ Zellen/Pra- 
paration). Die Aufzuchtung erfolgt nach den herkomm- 
lichen Techniken der Gewebe und Zellkultur. 

Die Zellen werden, wie oben beschrieben, von der 
Unterlage gelost, durch wiederholtes Einfrieren und 
Auftauen, durch Ultraschallbehandlung, durch Behand- 
lung in einem Potter oder durch andere Weise homoge- 
nisiert. bei 10 000 x g abzentrifugiert und der Ober- 
stand mit Detergenzien, vorzugsweise 2% SDS, gelost 
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Als eine weitere Quelle fiir HS I k H t ' ' 
nierte Medium von Endothelzellen dienTn. Hie'zu wird oder''auf H?^^"' k T*" .'"f """ehandelten Zellen 
das Medium zunachst mit Chondroitinase ABC iS £ Gelrhrl,".^'"?''*'" ""d 
biert, in Gegenwart von Chelatbildnern wie z. B EDTA "J^ ^^^'chromatographie, enzymatischen Abbau von 
am Rotationsverdampfer, eingeengt !nd dLn pSni' 5 chSir''?" .^'"'P^'y^'eren, lonenaustauscher- 
Pjel m der gleichen Weise aufgearbeitet wie fa das ScTn^r", ' ^"^''.'^^"'^'^•"^"""razentrifugation. ^i'^, 
Material zellularenUrsprungsbeschrieben Gelpermeat.onssaulen. an Silicagelen und/ " 

Die HS I-haltigen Materialien warden an Sepharose t^r^r^T'T ^^'''^ ^^'•^'"'gt warden. Mit ' ' 

CL-6B Oder Sepharose CL-4B chromatographiert Als ^hl h "^^l "^^^ ^"gefOhrten Punkt 3 finden alle' 
Sau endimensionen warden Durchmesser zu H6hen ,0 che P^nr. o" v" ""^'"i'^'^kriterien fur eine soil, 
Verhaltnissen von 1:10-1:50 varwendet T7 R '» '=''f P^^Pa/at'on Verwendung. 

10 X 200cm). Als Elutionsmittel kann 0J3 M T is/HcT ooNl'r.""",.^'^^ ^'''^'^''^^^ Polyn^re und Bio: • 
0. % SDS pH 7.4 Oder ein anderes geeignetes Laufmh STT '^."^''^kannten naturlichen Polymere 

tel Verwendung finden. Der Nachwds |es HS . n S den t'Sen ''^''e^^'^'"-" Po'yn^-re verstan- 
Praparationsschritt kann erfolgen durch Reak ion von „ mere ' S ' 1'^ ''l^T^' ""'^ ^««'=hiedene Copoly- 
Ahquots ausdenChromatographiefraktionen Kach ^hem T^' ""•^."/;'"^''l'^her Taktizitat, unterschiedli- 
weisreaktionen fiir Zucker. wie z. B. die Ordnreaktion nln» h.^r^ T ""'«"<=hiedlicher Sequenzanord- 
m Nachweisreaktionen fiir Uronsauren z B 2' r.nl p . "^''"i^'^her und/oder alternie- 

Carbazoireaktion. durch Zugabe einer geriren Men te Sn Blockcopolymere mit unterschied- 

radioaktivmarkiertenHS Ivor der SepCe-Chmmf If S^^"e"2'f"gs''verteilungen, Triblockcopolyme- 
tographieoderaufandere Weise. ^'P""™^^ C''™'"^- 20 re lonomere, Pfropfcopolymere, Polymere mit unter- 
Die so identifizierten HS I-haltigen Chromatoera- durohT.i ^^''"^'^^Wd, sowie Polymere. die 
phieFraktionen warden 1 : 10 am RotationsverTaSr tstand n w^f "^'f "'^"•"e". 
. eingeengt. entsalzt durch Chromatographie an sSa au Sri. P ' °" ^^^'"''"''gsge'^aB im folgenden 
dex. G-25. Oder durch Dialyse, durch Ultrafiltration an p"r " ^'"^ A"swahl von 

Ultrafiltrationsmembranen. durch AusE in^^^^^ pSunt^H? 1"'='' ^l'^-"^ Copolymerisationen. 
hanol Oder auf andere Weise und danach in 3-7 M J^o^ff " A r'^"'''''"'''"^' Reaktionen zusatzlich 
Harnstoff. Detergenzien wie z. B. 0.1«/o Tri on x 100 A m ' ^ie erweiterte 

und Puffersalzen, wie z. B. 0.1 M NaAc dH 6 5 a.,fl. ^"''""'''l von geeigneten synthetischen und Biopolyme- 
nommen. Die Losung wird auf eine ASnenaus fn" . ^"'f P'^'^ ''^^ Auswahl von gee^J- 

schersaule.wiez.B.DEAE-CerioseTnrZ f synthetischen und Biopolymeren- • 

7MHarnstof^Detergfn'L'^Srff:^^^^^^^^^ rieStvtv'°'^f ^^^E)' ^ 

gen und mit einem Salz-Gradienten (z. B. 0- 1 M NaO) Pen !n m h ^°P° '^f ^'^^'^"^ B"fen.(l). 
wiedervorderSauleeluiert -""viNaU) Penten-(l). Hexen-(I). Copolymere des Ethylens und 

AJs weitere Reinigungsschritte stehen die folgenden 35 teTomno„L,!''^-fA'''''''^ ^PT-Kautschuk (drit- 
Technikenzur Verfugung.- roigenaen 35 te Komponente mit Dienstruktur u.a. Dizyclopentadien 

Ethylidennorbonen. Methylendomethylenhexahydro- 

- Dichtegradienten-Ultrazentrifugation in einem u cis-cis-Cyclooctadien-1.5, Hexadien-1,4), 
CsCI-Gradienten bei einer mit efen Di^hi! O-Hexen-methylhexadien). 
vorzugsweisel.4g/ml ^'"^'^ .. Ethylen-Vinylacetat-Copolymer. Ethylen-Metharyl- 

- Weitere Zyklen von Gelchromatomohie/ Trmf.nr" m ^T, ^^ylen-N-Vinylcarbazol. Ethylen- 
lonenauslauscherchromatographie J/H ^^'^'^^'^^ !?' Po'yP^Pylen. Polybuten (1), Poly- 

- Chromatographie an lipophilen Gelen wie z B fJ^I. ''f'^ ^}^' P^'y'sobutylen-Copolymer, Isobu- 
Octylsepharose, p en oeien wie z. B. tylen-Styrol-Copolymer. Butylkautschuk, Polystyrol und 

- HPLCanionenaustauschersaulen.Silicagelsau. 45 nTrtf '^T'^'i ^d^i^';.?'"™'''"^"'^'" Styrol. sulfo- 
len.reversed-Phase-SaulenundanGe ssS cZ ' P«'y-(4-Aminostyrol). Styrol-Acrylnitril- 

ueisaulen. Copolymer Styrol-Acrylnitril-Butadien-Copolymer 
Die folgenden Kriterien werden zur Prufung der Ho r . ^^'■°'"^'''yJ''"^''"^°P°'y'"«''' Styrol-Buta - 

mogenitateinerHS I PrSparation herangezogen p22^f-^T' • Styrol-Divinylbenzol-Copolymer. 

s ogen. Polydiene m der cis-trans, in der 1 -2 und in der, 3-4 

1. dieNicht-NachweisbarkeitGalaktosamininder Sch^irrhi' 0'°^''"' S^reinigter Natur- 
Bausteinanalyse zeigt die Freiheit von kontaminie ri,^ Butadien-Copolymer 
rendemChondroitinsulfatan. "ontammie (SBR). Tnblockpolymere. (SBS). NBR Acrylnitril-Buta- 

2. ein Absorptionsmaximum bei 280 nm und ein Mi- blo^^rnhT''' W-dimethylbutadien), ein Tri- 
nimum be. 260 nm zeigt die Freiheit von komam ,r 1 P°'yb"«adien terminiert mit, cy- 
nierenderRNSoderDNSan •'ontami- 55 cloaliphatischen sekundaren Aminen, oder -benzyl- 

3. eine Barde in der NU-Si^ve-Agarose Gelelek- viS'Tl ^^^VP^P^^^^ oder. N-Carbobenzox- 
trophorese und eine Bande (bei 55 000 in der In^ ^ ^ ' W^"'^"^"'^''® -P^'ypen'enamer. Poly-(l-he- 
Gelelektrophoresezeigtdie AbSeh von knn" ^p^"-"l«>'?y'-''exadien). Poly-Phenylene. Poi; (p- Jy yien) 
taminieranden Proteinfn g^/^''^''''''''^" ''O"" Polyvinylacetat, Vinylacetat-vinylstearat^apolymer 

4. nach Inkubation in 0.5 M NaOH fUr 12 h bei 4°C fJ^!!^'-7y'P'^^^ Vinylacetat-Vinyl- 
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Tetrafluorethylen-trifluornitrosomethan-Copolymer. 
Tetrafluorethylen-perfluormethylvinyiether-Copoly- 
mer. TetrafIuorethyIen-(Perfluor-4-Cyanobutyivinyiet- 
her)-Copolymer, Poly-(trifluorchlormethylen). Trifluor- 
chlorethylen-ethylen-Copolymer, Polyvinylidenfluorid, 
Hexafluorisobutylen-vinylidenfluorid-CopolymeT, Poly- 
vinylfluorid, Polyvinylchlorid, schlagfestes PVC durch 
Beimischen von ABS. MBS, NBR. chloriertem PE, 
EVAC Oder Polyacrylaten, Weich-PVC. nachchloriertes 
PVC, Vinylchlorid-vinylacetat-Copolymer, Vinylchlorid- 
propylen-CopoIymer, Polyvinylidenchlorid-Vinylchlo- 
rid-vinylidenchlorid-Copolymer, Vinylidenchlorid-acryl- 
nitril-CopoIymer, Polyacrylsaure. Acrylsaure-itakonsau- 
re-Copolymer. Acrylsaure-methacrylsaure-Copolymer, 
Acrylsaureesther-acrylnitril-Copolymer. Acrylsaure- 
ester-2-chlorethylenvinyIether-Copolymer, Poly-(l.l-di- 
hydroperfiuorbutylacrylat), PoIy-(3-perfluormethoxy- 
M-dihydroperfluorpropylacrylat» Polysulfon, Polyacro- 
lein, Polyacrylamid, Acrylsaure-acrylamid-Copolymer, 
Acrylamid-maleinsaure-Copolymer, Acrylamid-hydrox- 
ymethylmethacrylat-Copolymer, Acrylamid-methylme- 
thacrylat-Copolymer, Aery lam id-methylacrylat-Copoiy- 
mer, Acrylamid-maleinsaureanhydrid-Copolymer, 
Acrylamid-methacrylsaureanhydrid-Copolymer, Acry- 
lamid-anilinoacrylainid-Copolymer, AcryIamid-(N-acry- 
loI-4-carboxymethyl-2^'dimethyUhiazoIine)-Copoly- 
mer, Polymethacrylamid, Methacrylsaure-methgacrylni- 
tril-Copolymer, MethacryIsaure-3-fluorstyrol-Copoly- 
mer. MethacryIsaure-4-fluorstyro!-Copolymer, Metha- 
cryIsaure-3-fluoranilid-CopoIymer, nitrierte Copolyme- 
re von Methacrylsaure mit. Methacrylsaure-3-fluoroani- 
lid Oder Fluorostyrol, oder Copolymere von Methacryl- 
saure mit 3-4-Isothiocyanatostyro!, oder N -Vinyl pyroli- 
don mit Maleinsaureanhydrid. oder Polyvinylalkohol 
und Polyaliylalkohol, Polyacrylnitril. AcrylnitriI-2-vinyl- 
pyridin-Copoiymer. Acryl-nitril-methallylsuIfonat-Co- 
polymer, Acrylnitril-N-vinylpyrroIidon-Copolymer, Hy- 
droxylgruppenhaltiges PAN. Acrylnitril-vinylacetat-Co- 
polymer, Acrylnitril-acrylester-Copolymer, Polyallyl- 
verbindungen. Poiydiallylphthalat, Polytrisallylcyanurat, 
Poly-a-cyanoacrylate. Polydimethylaminoethylmetha- 
crylat und Copolymere mit Acrylnitril. Methyimethacry- 
lat-Iauryimethacrylat-Copolymer, P-Acetaminopheny- 
lethoxymethacrylat-methylmethacrylat-Copolymer. 
GlycoIdimethacrylat-methacrylat-Copolymer, Poly- 
2-hydroxyethylmethacrylat, 2-Hydroxyethylmethacry- 
lat-methylmethacrylat-Copolymer. Glycolmethacrylat- 
glycoIdimethylmethacrylat-Copolymer. HEMA-Styrol- 
Block und Pfropfcopolymer, Poly-NN'-PP'-oxydipheny- 
lenmellitimid, Polydiethylenglykolbisallylcarbonat, ali- 
phatische Polyether, Polyoxymethylene, Polyoxyethy- 
len. Polyfluoral, PolychIoral» Poiyethylenoxid. Polyte- 
trahydrofuran, Polypropylenloxid, Ethylenoxidpropy- 
lenoxid-Copolymer, Propylenoxid-allylglycidylether- 
Copolymer. Polyepichlorhydrin, Ethylenoxid epichlor- 
hydrin-CopoIymer, Poly-l,2-dichlormethyI-ethylenoxid. 
Poly-2.2-bis-chIormethyl-oxacylobutan, Epoxid-Harze. 
Bis-phenoI-A-diglycidylether, epoxldiertes Phenol- For- 
maldehyd. Kresoi-Formaldehyd, Harze, Vernetzung mit 
Carbonsaureanhydriden, Aminen wie Diethylentrlamin, 
Isophorondiamid. 4,4'-Diaminod!phenyImethan, aroma- 
tische Polyether» Polyphenylenoxide, Polyphenol, Phe- 
noxyharze. Aliphatische Polyester, Polylactid, Polygly- 
colid, Poly-^-propionsaure. Poly-^-D-hydroxybutyrat, 
Polypivolacton. Poly-c-caprolacton, Polyethylenglycola- 
dipat, Polyethylenglycolsebazat, Ungesattigte Polyester 
aus Maleinsaureanhydrid. Phthalsaureanhydrid, Iso- 
phthalsaure. Terephthalsaure oder HET-Saure mit. Et- 
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hylenglycol. 1,2-PropylenglycoI. Neopentylglycol oxet- 
hylierte Bisphenole oder Cyclododecandiol, Vernetzung 
ungesattigter Polyester-Harze oder Vinylesterharze 
durch. Copolymerisation von ungesattigten Polyestern 
5 mit Styrol. Methacrylat. Vinylmonomere. Vinylacetat, 
Methylmethacrylat, Polycarbonat aus Bisphenol A so- 
wie dessen Derivate und Polyether. Polyester, segmen- 
tierte Polycarbonate aus Bisphenol A sowie dessen De- 
trivate, und aliphalischen Polyethern sowie, aliphati- 
10 schen Pdlyestern (siehe oben), Polyethylenglykolter- 
ephthalat (PET) oberflachenmbdifiziert, mit Acrylsaure 
gepfropft oder durch partielle Hydrolyse, der Oberfla- 
che von PET. Polybutylenglycolterephthalat, Polyethy- 
lenglykolterephtaitadipat, Polyethylenglykolterephtha- 
15 lat, segmentiert mit Polyetherblocken und aliphatischen, 
Polyesterbldcken und Polytetrahydrofuranblocken, 
Poly-p-hydroxybenzoat, Hydroxybenzosaure-Iso- 
phthalsaure-Copolymer, Hydroxybenzosaure-hydrochi- 
non-CopoIymer, Hydroxybenzosaure-terephthalsaure- 
20 Copolymer. Hydroxybenzosaure-pp'-Diphenylether- 
Copolymer, Polyvinyl pyrrolidon, Polyvinylpyrroliden- 
maleinsaureanhydrid-Copolymer. Alkydharze aus Gly- 
cerin, Trimethylpropan, Pentaerythrit, Sorbit mit 
Phthalsaure, Bernsteinsaure, Maleinsaure. Fumarsaure. 
25 AdipinsSure und Fettsaure aus Leinol. Rtcinusol, SojadI, 
Kokosol, aliphatische Polysulfide -(R-Sx-) x = Schwe- 
felgrad. aromatische Polysulfide, Po!ythio-l.4-phenylen. 
aromatische Polysulfidether aus Phenol und Thiophen, 
Polyethersulfone, Polysulfo-l,4-pheny!en, Poly-p-phe- 
30 nylensulfon, Polyimine, Polyethylenimin, verzweigte Po- 
lyethylenimin, Polyalkylenimine, Polyamide, Polyhexa- 
mathylenadipamid, Polyhexamethylensebacamid. Poly- 
hexamethylendodekandiamid, Polytridecanbrassylamid, 
Versamide aus pflanzlichen Olen mit Diamen und Tria- 
35 minen, Polyamid aus 6>-Aminocarbonsauren mit a, fi, y, 
8-Aminocarbonsauren oder Lactamen. Terephthalsau- 
re-m-aminobenzamid-Copolymer, Terephthalsaure- 
m-phenylendiamin-Copolymer. Polyamidhydrazide, 
z. B. aus Isophthalsaure und m-Aminobenzhydrazid, 
40 Polypiperazinamide z. B, aus Fumarsaure und Dime- 
thylpiperazin, Polybenzimidazole aus Terephthalsaure 
und Tetraaminobenzol (substituiert), oder aus Diamin- 
odphenylether und Dichlordiophenylsulfon (substituiert 
und. cyclisiert) oder aus m-Phenylenisophthalamid und 
45 Terephthalamid, Polyimide z. B. aus Pyromellitsaure- 
dianhydrid. Methoxy-m-phenylendiamin, Pyrrone z. B. 
aus Pyromellitsauremedianhydrid und Diaminobenzi- 
din. aromatische Polyamide, Poly-m-phenylenisophtha- 
lamid. Poly-p-benzamid, Poly-p-phenylenterephthala- 
50 mid, m-Aminobenzoesaure-p-phenylendiamin-isopht- 
halsen-Copolymer. Poly-4,4'-diphenylsulfonterephtha- 
lamid. aus Terephthalsaure und Hexamethylentetramin, 
Terephthalsaure und Gemischen aus 2,2,4-Trimethylhe- 
xamethylendiamin und, 2.4.4-TrimethyIhexamethyIendi- 
55 amin. aus Terephthalsaure, Diaminomethylennorbonen 
und e-Caprolactam, aus Isophthalsaure und Laurinlac- 
lam. aus Isophthalsaure und Di-4-(cyIohexylamino- 
3-methyl)-methan, aus 1,12-Decandisaure und 4,4'-Di- 
aminodicyclohexylmethan, aromatische Polyamide mit 
60 Heterocylen, aus Dicarbonsauredichlorid. Terephthals- 
aure und Isophthalsaure, diaminhaltige Heterocylen, mit 
Oxdiazoi. Triazol. Bithiazol, und Benziimidazol Struktu- 
ren 3-(p- AminophenyI)-7-amino-2,4-( 1 H,3H)-chinazol- 
indion -h Isophthalsaure, Polyaminosauren, Poly-me- 
65 thyl-L-glutamat. Poly-L-glutamin-saure u. a., Copoly- 
peptide z. B. Glutaminsaure und Leucin, Glutaminsaure, 
und Phenylalanin. Glutaminsaure und Valin, Glutamin- 
saure und Alanin. Lysin und Leucin, p-Nitro-D.L-pheny- 
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phatischen und aromatischen DiisSnSen und b " "^^"^"""g von reaktionsf^iigen Po^- 

phatischen, Polyestern (siehe oben) md SZhen , T T " ' ^'''^"^'■'^hemie bekannt sind. Im folgen- 

Polyethern (siehe oben) und. gegebenentS Mod Sfe 1" ""^ *" l^"" Derivatisierung von Po^. K 

rung, mit bifunktionellen ali^ogrTppeS ne rn^^S f ^ funktionellen Gruppen oder Ve' " $i 

droxylgruppenhaltigen und carhn»vlm-,mo»l»; i • "f zungsmolekulengegeben: / ' 

Substanze?z.B. He:!^::S.yl^S^,S'SS;t Jetf a'z£%W 

methandnsocyanat, Tolylendiisocyana{ 2,4 und 2 6 To- ,o de pi'^ ' .^''''^'^^'^Ester, Anhydride. Saurechlori- ' 

lidindnsocyanat. Xylylendiisocyanat. oVerln Ethylen- frobpn^oi tv"""' ^"l^""'''' ^'"^'^^y^"' Difluordini- 

glykol, Diethylenglykol. Pentaerithri,. I S^S,. Jn n"'^'""' ^P''^-'''' 

no-!.2-propandiol. und Kohlenhydrate aliphShe und D cvH i' k"?^'"? Tri'socyanate, Maleinimid, 

aromatische Dicarbonsauren und deren Se fSwrP . v'' Bis-(trimethylsilylschwe- 

o.p.m-PhenyIendian,in. Benzidin, Methyle^ bis o chb ,5 DtZi 7°' '\7'7'''.f°"8^"PP^"- aromatische 

roamhn, P,p'-Diaminodiphenylmethan, U-DiaminoD o- ?hT„r? n-^',"' ^'"^'^"'fo". Trichlortriazin. Mono- 

pan. Ethylendiamin. Aminoharze aus karaS^und ch o S Bromacrylamid, Difluor- 

c .schenHamstoffen.MeIamin,Thioharnstoff GuanidTn ?hE T ' ^"'*"°'"P'-y"™'din. Dichlorchinoxalin. 

Urethan. Cyanamid, Saureamide und FoSdehvd so ™««y'a"""og™ppen, Chloracetylharnstoff, fi-H^l 

w.eh6hereAldehydeundKetone.s"nkVne S^^^^ ,„ eSs «-^-Dih-'ogenpropionamid, /qua- 

sJoxan. Diarylsiloxan und Alkyl-arylsiloxan 2 D me- Srs..r'"r'"'"'""°P'?'^''^ /9-Sulfatopropbna- 

thyl-. Diethyl-, Dipropyl-, Diphenyl.; PhenySvl SHo h,^v ^ :5"'f°"y'P'-0P'°"a'"'d. substituierte Alkan Dicar- 

xan. Silkone mit funktionellen GrVpenzBK^^ tul tTScSlt'^'rK^''''^^^^^^^ 
pen, Y-substituierte Fluorsilikone mit ArainoSen '" ^"^^^^'^''^'^"'''"-Carboxamide, Aiken Monocarboxa- 

und. Vinylgruppen z.B. Aminoprop^ trVeZxgEn 25 d^Mo^JnT'^^^Tr'^'' '''^^^^^^ 
2-Carboxylpropylmethylsiloxan, Blockpolyrer 2^^^^ CrotonS' 7,1 ^"^''T" ^'"y"'™''^' ''""stituierte 

methylsiloxaneinheiten und Polystyrol Oder Polwarbo ! ^•.,^'''/":''''=^''''0'<amide, Cyklische Halo- 

natbI6cken,DreiblockcopoIymeLLrStySlBmy^^^^^^^^ phaSr^ ^'1'" ^arboxamide, substituierte ali- 

at m.t, «,«-Dihydroxy-PoIydimethyisiloxan. 3^™- scherSulfS""' ^'"f substituierten aliphati- 

fluorpropylmethylsiloxan.Avocane(900/oPoi;proUlen. 30 substif.fiJrt P?h Methansulfonamide, 

glykol und 100/0 Siloxan, Blockcopolymer aus Si£n S Th ^ f "'.f ?"',!?''''^' /»-S"Ifatoethylsulfano- 

und Polycarbonat. Cellulose und CelluLeSte 2 B T ^-Th<osulfatoethylsulfonamide. quarternares Am- 

Celluloseacetat. Pernuorbuty,yle%lSoL Trf^^^^^ nllHonf'H'f Vinylsulfonamid, /J-Chlorvi- 

racetylcellulose, PerfluoracetylLllulosrSt sSJat ^'f"""™^' er von reaktiven aliphatischen Sul- 

Carboxymethylcellulose. regLrierbeS"^^^^ 35 M^ZiT^'''''''''^ 

nerierte Cellulose aus Viskose. und ahnliche Ce' lu of e ^^'f """/■"^'^"''"^''"''''"•^-''"'''''^'"ierteEthyla- 

derivate. Agarose. Polysacch;ride w?e cL~e zo Ion N V/h ^-H«'«g-ethylpyra- 

Dextrane. Mannane. Fructosane. Chitin, PeSe Glyko hvS^ ^miH. f k' "^^"""'^y'-^'"'^'' N-(^-Sulfatoet- 

sammoglycane. Starke, Glykogen AlginsSuren snwi. ^y'^'^"'^- ^-^"ibstituierte Ethylammonium Verbindun- 

alleDeoxypolysacchariWwieHaUS^ ;PoSr 4o H H\t"^Tri:' ^"'^^"''"^ Sulfonsauren N, 
charide. Amino-deoxypolysaccharide oder SulfhS^ J; Halogenethylsul onam.de. ^-Dihalogenpropionyla- 
deoxypolysaccharide und deren Der vatrMurKro- fon^Z ?!T''''"'""' ^f^'fatoethylamide von Sul- 
teme. z. B. Albumin. Gelatine. (Collagen lixil KeratTn AuZ^^' ^'T" Ethyleniminverbindungen. 
F.br,n und Fibrinogen, Casein. Plasmaproie ne Sh S!2^ l "^^Pf ^y'g'-"PP«"- Diallyphthalat, THal- 
proteme. Strukturproteine aus tierischen und of^n^n « '^''^y?""^^*- zylderivate, 2-substituierte Thiazoicar- 
Chen Geweben. Sojaproteine. Pro eLe aus def Na t tZT^^f^^''^^''^!^'^''"^^^^^^^ 
rungsmittelindustrie. cyano-2.6-dichlorpyndin. 2.6-bis-(methyisulfonyI)-pyri- 

Die erweiterte Auswahl von Polymeren ereibt sich tZ tltTJf"!^'!.^' ^^orpyridazin. Dichlorpyrida- 
dadurch daB oben aufgefiihrte Polymere. dKu £ ZmlS'urif^'t''''^^^^^^ ""'I B™"- 
verschiedenen Monomerfaausteinen synthetisiert wer- so 456 rlhit? •''.•^:-'.™h'«'-Py"'"idyl-(6')-amino)-anilin. 
den.mitwe.terenbisherbekannten Monomeren codo- Ifi^^^Py^-^'d-n-.^carbonylchlorid. Trifluorpyri- 
lyn,ens,ertwerden(eswerdendan.nterdieESn 2 clr ^ 11°? 

verstanden. die in dem Buch Funktional Monomer , ^S^'t u'^'"f '"^'■^-^'"''''^^'•''""saureji 
Ed R. H Yocum und E. B. Nyquist v5 Tund H MaTcel Lzo ?M^t''.''1?''''.''.°"y'^'■^™ 
Dekker. New York 1974 aufgefuhrt sind) Des weiteren •,.2-^?.*''yj''"'f°"y'-6-ammobenzothiazol. 2.3-di- 

konnendieobenaufgefQhrtenPolymerSdurcrS 'J^^^^^^^^^^ I.4-Dichlorphthala- 
ung.durchpolymeranalogeReaktionen unShHe^^ 1 N^x^ 7 Shnn^'.^M . 3-chloro-U.4-benzotriazin- 
stellung von weiteren Blockcopolymeren und Pfropfco- zol t^Sin:^ °?''''m'L''\, '''"o^-2-nitro-4.azidoben- 
polymeren partiell oder voll modifziert werden AuBer- to S a JvI.^"'""^ N'S'ilfonylharnstoffe. Thiosulfa- 
dem konnen Polymermischungea Legierungen be- eo tSffl ' N-Methylthylolharnstoff, N.N'-dime- 
schichtete Polymere und Polymere in Form veSede- 2".'t'^°''f ,'"°"?"''''"'^^'^P''''^^''''«'<lehyd. Mesity- 
ner Verbundwerkstoffe hergestellt weSen SXt T^tt^"^' 'f "j'uroniumgruppen. Triacylformal. 
mere konnen Oberflachen-modifiziert werden durch Ri. . ^ufgefuhrten synthetischen Polymere und 
energiereiche Strahlung. Belichtung. OxidaTon hyS 0 riZS H ' 'T" hergestellten Polymerde- 

lytischen Anbau. durch photochemische Reaktionen « [^'1^";?"" ^ernetzern bzw. funk- 

durch Halogenierung. Sulfochlorie'rg Chtehyr ' Obe !foh?„"''"'.T ™" "^'""'"'''^ y^'^'^^'" 
rung.durchUmsetzungmitRadikalbildnern,uT ^ Jerankernna T 
Weuerhm konnen Polymerderivate mit bi- und poly- wwSn Analn^illn^ m<j f"}'^'i''Ssgt'nm eingesetzt 

F y weraen. Analog kann HS I mit den oben aufgefChrten 
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Vernetzermolekulen bzw. den funktionellen Gruppen 
von Vernetzem und den Verfahren zurOberflachenmo- 
difizierung zur Modifizierung von HS I fiir die erfin- 
dungsgemaBe Verankerung an Polymere eingesetzt 
warden. Die kovaiente Verbrtickung von HS I an poly- 
mere Substrate kann entweder mit der Querbrucken- 
lange "0" (Selbstquervernetzung oder Vernetzung nur 
unter Beteiligung der funktionellen Gruppen des poly- 
meren Substrates und des HS I)) oder mit der Querbruk- 
kenlange groBer 0 unter Verwendung von hydrophilen 
oder hydrophoben, amphiphilen. geladenen, ungeladen- 
en. flexiblen oder sperrigen Spacern in einer GroBen- 
ordnung 0.2—5 nm erfolgea 

Die Verankerung von HS I an Polymere oder Poly- 
merderivate kann weiterhin erfolgen uber 

1. salzartige Bindung an positiv-geladene Gruppen 
von Polymeren, z. B. quarternare Ammoniumgrup- 
pen und Phosphoniumgruppen, 

2. Chelatbindung nach den bekannten Methoden 
zur Herstellung von Chelatbindungen mit funktio- 
nellen Gruppen von Makromolekulen und Metal- 
len, 

3. uber hydrophobe Interaktionen durch Derivati- 
sierung von HS I und/oder Polymeroberflachen 
mit gesiittigten und/oder ungesattigten langketti- 
gen Kohlenwasserstoffen mit einer Kettenlange 
von 8—30 Methylengruppen. versehen mit den be- 
kannten funktionellen Gruppen. oder mit cycli- 
schen oder heterocyclischen, gesattigten oder un- 
gesattigten Kohlenwasserstoffen mit einer Anzahl 
Kohlenstoffatome von 6—50. 

Weiterhin kann die Verankerung von HS I erfolgen 
"uber Adsorption. EinschluB in polymere Netzwerke, 
Einkapselung oder phystkalische Vermischung nach den 
Methoden der Kunststoffverarbeitung. 

Fiir den crfindungsgemaBen Einsatz der hamokom- 
patiblen Substrate in Form von Fasern, Hohlfasern, 
Membranen, Organersatzteilen. Kanulen. Spritzen, 
Schlauchen, Blutbehaltern oder in anderer Form wer- 
den die verwendeten oder die hergestellten Polymeren 
nach ihren fiir den Verwendungszweck geeigneten phy- 
sikalischen, mechanisch-technologischen und chemi- 
schen Eigenschaften ausgewahlt. 

Beispiele 

Die nachfolgenden Beispiele dienen zur Erlauterung 
der vorliegenden Erfindung. Dabei wurde so vorgegan- 
gen, daB zunachst die Gewinnung von HS I zwecks er- 
findungsgemaBer Verankerung an polymere Substrate 
beschrieben wurde. Danach wurde an wenigen ausge- 
wahlten Beispielen die kovaiente Verankerung an poly- 
mere Substrate dargestellt. wobei zum besseren Ver- 
standnis iiberwiegend eine Polymerklasse beschrieben 
wurde. 

Beispiel 1 

Gewinnung HS I aus kultivierten bovinen Aorta-En- 
dothelzellen zur Verankerung an polymere Substrate. 

Rinderaortae werden von frisch geschlachteten Tie- 
ren entnommen. Die Aortae werden von Fettgewebe 
etc. befreit und die Aa. intercostales mit Klemmen li- 
giert. Die Aortae werden dann mit 3 x 50 ml sterilem 
PBS gespult und an einem Ende mit einer Klemme li- 
giert. Eine sterile Losung von 0.1% bovinem Pankreas 
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Trypsin (Boehringer Mannheim) in 1 mM EDT A/PBS 
wird von oben in die Aortae gefiillt und das zweite Ende 
ligiert. Die Aortae werden dann 7.5 min bei 37" C in 
einem Wasserbad inkubiert 

Eine der Aortae-Endligaturen wird entnommen und 
die Flussigkeit wird mit einer sterilen Pipette entnom- 
men. Die in der Losung suspendierten Zellen werden bei 
800 X g und 37''C lOmin abzentrifugiert. in sterilem 
Dulbecco's modified essential medium (DM EM) -I- 10% 
fetalem Rinderserum in Gegenwart von 10 000 U Peni- 
cellin und 10 000 U Streptomycin (Endothelzellmedium) 
bei 37°C aufgenommen. 

Eine sterile 75 cm^ Gewebekulturflasche wird mit 
20 ml Endothelzellmedium 1 h bei 37"* C inkubiert. Zu 
dieser Flasche werden die abzentrifugierten Zellen, sus- 
pendiert in 1 ml Endothelzellmedium. gegeben. Die Fla- 
sche wird dann in einem Inkubator bei 37° C in einer 
Atmosphare von 5% CO2 und gesattigtem Wasser- 
dampf zur Aufzuchtung der Zellen aufbewahrt. 
. Die Zellen werden morphologisch und durch Farbung 
mit anti-bovinem Faktor VIII a Antikorpern (Dianova, 
Hamburg) charakterisiert. 

Die Zellen werden zur Konfluenz gezUchtet. mit steri- 
lem PBS gewaschen. von der Unterlage gelost durch 
Inkubation mit 2 mi 0.1% Trypsin in 1 mM EDTA/PBS 
fur 3 min bei 37° C mit 5 ml Endothelzellmedium ver- 
setzt. bei 800 x g abzentrifugiert, in 9 ml Endothelzell- 
medium resuspendiert und in jeweils 3 ml dieser Sus- 
pension in drei neue 75 cm^ Gewebekulturflaschen aus- 
gesat, wie oben beschrieben. 

Zur Massenkultur werden die Zellen in Rollerflaschen 
ausgesat, in der gleichen Weise wie fur die Anzuchtung 
in den 75 cm^ Flaschen beschrieben. Etwa 10^ Zellen 
werden fiir eine HS I Preparation eingesetzt. Zur Vor- 
bereitung fur die HS I-Praparation werden die Zellen 
mit 1 nM EDTA in PBS von der Unterlage gelost, durch 
3mal 30 s Ultraschallbehandlung bei 0°C mit jeweils 
I min Unterbrechung zwischen jedem Ultraschall ho- 
mogenisiert, bei 10 000 x g abzentrifugiert und der 
Uberstand auf 2% SDS eingestellt. Diese Losung (etwa 
5 ml) wird auf eine Sepharose CL-6B Saule 
(5 X 100 cm) gegeben. Eluiert wird mit 0,1% SDS, 0,1 M 
Tris/HCI. 1 mM PMSF, 1 mM EDTA pH 7,5. Fraktionen 
von 20 ml werden aufgefangen bei einer FluBgeschwin- 
45 digkeit von 100 ml/h. 

Der AusschluB der Saulenchromatographie (Fraktion 
35 — 50)wirdin80%Ethanolprazipitiert, beilOOOO x g 
abzentrifugiert, im Wasserstrahlvakuum getrocknet und 
in 50 ml 7 M Harnstoff. 0.1% CHAPS (3-((3-ChoIamido- 
propyl)-dimethylammonio)-l-propansulfonat). 0.1 M 
Tris/HCI, 1 mM PMSF, 1 mM EDTA pH 7.3 gelost (Lo- 
sungspuffer) und auf eine DEAE-Cellulose Saule 
(2.5 X 5 cm) gegeben. Die Saule wird mit 100 ml des 
Losungspuffers aquilibriert und dann mit einem linearen 
Gradienten von 0—1 M NaCI auf der Basis des Lo- 
sungspuffers eluiert (250 + 250 ml). Die Fraktionen, die 
zwischen 0,45 — 0.6 M NaCI eluieren, werden gesam- 
melt, in 80% Ethanol prazipitiert, bei 10 000 x g abzen- 
trifugiert und im Vakuum getrocknet 

Die Substanz wird in 12,8 ml 0.1 M Tris/HCI. 4M 
Guanidiniumhydrochlorid und Casiumchlorid der Dich- 
te 1.4g/ml gelost und in einem SW40 Rotor (Beck- 
mann) bei 35 000 Upm 60 h zentrifugiert Das Zentrifu- 
gationsrohrchen wird am Boden punktiert und Fraktio- 
nen von 1 ml werden gesammelt. Die Fraktionen mit 
einer Dichte groBer 1,4 g/ml werden gesammelt, in 80% 
Ethanol prazipitiert, bei 10 000 x g abzentrifugiert und 
im Vakuum getrocknet. 
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Die Substanz wird in 2 ml 0,1 M Tris/HCI 1 mM 
PMSF. 1 n.M EDTA pH 7,5 gel6st und S U ChoJ^ 

tinTN^-^^^^^^^ ^^^'^ (Boehringer Mann- 

heim) 1 h bei 37°C inkubiert. Danach wird die Substanz 
wie oben beschrieben. an Sepharose CL-6B rechroma- 5 
tographjert. Die Ausbeute betragt im Mittel etwa 
Umg/lO^Endotheizellen. 
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Beispiel 2 

Gewinnung von HS I Polysaccharid aus konditionier- 
tem humanen Umbiiical-Endothelzellmedium. 

Die Umbiiicalvenen aus frischen humanen Nabelsch- 
nuren werden mit sterilem PBS gespult und dann mit 
emer sterilen Losung von 10 000 U Kollagenase (Boeh- 
nnger Mannheim) in Cord-Puffer 5 min bei 37°C per- 

fundiert. Die Zeilen werden bei 37°C und 800 x 2 5 min 
abzentrifugiert ^ 

Menschliche Seren werden aus dem menschlichen 
Blut durch Koagulation und Zentrifugation bei 
.on "^J. ^5^0""^"- ^^>e Seren dOrfen in einem SMA- 
1 2 Profil kerne pathoiogischen Auffalligkeiten zeigen 

Bovmer Wachstumsfaktor wird aus 10 Rinderhypot- 
halami von fnsch geschlachteten Tieren duch Homoge- 
nisierung und Extraktion mit Aceton/Chloroform 2 • 1 
gereinigt. 

Der in dem Entfettungsmittel unlosiiche Ruckstand 
wird in Mengen von 15-50 mg/1 Kulturmedium einge- 
setzt. 

Menschiiches Fibronectin wird aus menschlichem 
Plasma gewonnen. Dazu wird 10 g Gelatine (Sigma) in 
50 ml 0,2 M NaAc bei 65X gelost. 200 ml Sepharose 
CL-2B wird mit 10 g Bromcyan bei einem pH von 105 
10 mm umgesetzt. Das Gel wird danach mit 10 1 02 M 
NaAc gewaschen und mit der Gelatine-Losung zusam- 
men bei 4X 24 h geschuttelt. AnschlieOend wird nach 
Zugabe von 5 ml Aminoethanol 7 h weitergeschiittelt 
Das Gel wird mit 4 M Guanidiniumchlorid und anschlie- 
Bend mit PBS gewaschen (je 1 I). 1 I menschiiches Plas- 
ma wird mit dem Gel zusammen 24 h bei 4°C geschiit- 
telt. Das Gel wird anschlieBend mit 5 1 PBS auf der 
Fritte gewaschen und mit 200 ml 1 M NaCI eluiert Das 
Eluat wird gegen 3 x 5 1 PBS dialysiert und durch Fii- 
tration iiber einen 0,2 jim Filter sterilisiert. 

Die humanen Endothelzellen werden in 20 ml 
DMEM -H 100/0 menschlichem Serum in Gegenwart 
von 10 000 U Penicellin, 10000 U Streptomycin und 
Wachstumsfaktor suspendiert Eine 75 cm2 Gewebekul- 
turfiasche wird mit 2 ml der Fibronectinlosung bei 
Raumtemperatur 3h inkubiert Die Losung wird ent- 
fernt, die Flasche mit PBS gewaschen und die Zellen 
hinzugegeben. Die Flasche wird in einem Inkubations- 
schrank zur Aufziichtung der Zellen gegeben (siehe 

Die Passagierung und die Massenkultivierung In Rol- 
lerflaschen erfolgt mit den gleichen Medien und Kultur- 
gefaBpraparationen, sowie Zellkulturtechniken. wie be- 
schrieben. 

Die gesammelten konditierten Medien (etwa 25 \) 
werden mit 10 M NaOH auf 0.5 M NaOH eingestellt 
und 12 h bei 4°C inkubiert. Das Medium wird anschlie- 
Bend mit 10 M HCI auf pH 1.5 bei 4»C eingestellt und 
?n M § abzentrifugiert. Der Uberstand wird mit 

10 M NaOH neutrahsiert und an Amicon PM 10 Mem- 
branen ultrafiltriert bis zu einem Volumen von 100 ml 
Die Losung wird auf 80% Ethanol eingestellt, 12 h bei 
4 Cstehengelassen und bei 10000 x g abzentrifugiert. 
Der Niederschlag wird in PBS aufgenommen. 1 h mit 



10 U Chondroitinase ABC bei 56°C inkubiert und auf 
erne Dowex I x 2 Saule (20 ml Gel) gegeben. Die Saule 

n Ti'i ^n^t ^ ^ ""^ ^ ^ NaCI gewaschen. 
Das 4 M NaCI Eluat wird gegen 3x11 Wasser dialy- 
siert und lyphilisiert. Die Ausbeute betragt etwa 1.2 mg. 

Beispiel 3 

Kupplungvon HSIanSilikon 

10 

1 g Silikon mit freien OH-Gruppen wird mit 18 ml 

/fnn; 2 ml g-aminopropyltriethoxysilan 

(lOO/o v/v) versetzt und der pH-Wert mit 6 N HCI zwi- 
schen pH 3 und pH 4 eingestellt Nach pH Einstellung 
15 wird aus 75°C 2h erhitzt. gewaschen und getrocknet 
1 g Ammogruppenhaltiges Silikon wird mit 2,5% waBri- 
ger Losung von Glutardialdehyd in 0,05 M NaPhosphat 
Puffer versetzt und auf pH 7.0 eingestellt Reaktions- 
dauer 60 min. Das aktivierte Silikon wird mit einer 
20 l%igen Losung von HS I unter Ruhren 2-4Stunden 
umgesetzt. Es wird mit 6 M Harnstoffiosung gewaschen. 

Beispiel 4 

25 Isothiocyanat Kupplungsreaktion von HS I an Silikon 

1 g Aminogruppen-haltiges Silikon wird mit einer 
10%(gen Losung vonThiophosgen in Chloroform (V/V) 
umgesetzt Die Reaktionsmischung wird mindestens4 h 
30 am RuckfluB gehalten, besser jedoch 12-15 h. Es wird 
mit trockenem Chloroform gewaschen und vakuumge- 
trocknet Zum Isothiocyanat-Silikon wird langsam eine 
waBrige 1% HS I-Losung (50-100 mg HS I/g Silicon) 
gegeben. Der pH-Wert wird auf 8.5 eingestellt und es 
35 wird 2 h umgesetzt vor der Wasche mit einer 6 M Harn- 
stoffiosung. 

Beispiel 5 

40 Carbondiimid Kupplung von HS 1 an 

Aminogruppen-haltiges Silikon 

Zu 1 g Aminogruppen-haltigem Silikon werden 50 ml 
0.03 M Phosphorsaure mit einem pH-Wert von 40 ge- 
45 geben. Danach werden 100-200 mg wasserldsiiches 
Carbodumid und 50- 100 mg HS 1 zur Mischung gege- 
ben und 24 h reagieren gelassen. Es wird wie oben be- 
schrieben gewaschen. 



50 



Beispiel 6 

Triazin Kupplung von HS I an Aminogruppenhaltiges 
Silikon 



55 Zu 1 g Ammogruppen-haltigem Silikon werden 10 mi 
Benzol gegeben, das 0,2 ml Triethylamin und 0,3 g 
L3-Dichlor-5-methoxytriazin enthalt Die Reaktionsmi- 
schung wird 2-4 h bei 45 -55X gehalten, abdekanti- 
ert mit Benzol gewaschen und getrocknet Die Kupd- 
60 lung mit HS I (50-lOOmg) erfolgt in 0.05 M Phosphat 
Puffer bci pH 8 bei 4X iiber Nacht Es wird wie oben 
beschrieben gewaschen. 
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Beispiel 7 

Immobilisierung von HS I uber Glutardialdehyd 
0.1-10 ml verdOnnte Glutardialdehydlosungen 
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15 

(0.1—5%) wird zu 1 g dispergierten oder impragnierten oder copolymerisiert. 
Aminogruppen-haltigem Polymer und 10 mg HS I gege- 
ben und bei pH 7,4 0,5—2 min umgesetzt. Danach wird 
er sofort mit kaltem Wasser gewaschen. 

5 

Beispiel 8 

Thermische und photochemische Immobilisierung von 
HS I an Polymere 

10 

I g Fluor-2-nitro-azidoben2o! wird mit 10 g HS I wird 
im Dunkeln bei 50°C und maximal pH 10,5 in 0,05 M 
Natriumborat-Puffer 16— 64h umgesetzt. Das Reak- 
tionsprodukt wird abfiltriert und mit 95% Ethanol ge- 
waschen. Die Photolmmobilisierung am Polymere er- is 
folgt in einigen Stunden bei 200— 300 Watt mit einer 
Quecksilberdampflampe. Danach wird wie oben be- 
schrieben gewaschen. 

Beispiel 9 20 

Verankerung von HS I uber Oxirangruppen an 
Hydroxyl- und Aminogruppen-haltige Polymere 

10 g gewaschenes 2%iges Agarose-Gel wird suspen- 25 
diert in 5 ml 2.5 M NaOH-Losung. 20 mg Natriumbor- 
hydrid wird zugefugt und danach werden tropfenweise 
1,4-Butandioldiglycidylehter unter heftigem Ruhren zu- 
gegeben. Die Reaktion dauert 6 h bei Raumtemperatur. 
Dann wird 50 mi Aceton zugegeben und schlieBlich 30 
Wasser. Das Oxirangel wird suspendiert in 25 ml 0,5 M 
Natriumbicarbonat und 50 mg HS I wird zugefugt. Die 
Reaktion dauert 5 h. Das Produkt wird wie oben be- 
schrieben gewaschen. 



Beispiel 10 
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Azokupplung von HS I iiber Arylamingruppen an 
Polymere 

40 

1 g Aminogruppen-haltiges Silikon wird in 25 — 50 ml 
Chloroform gelost. das 5% Trietlylamin (V/V) und 1 g 
p-Nitrobenzoyichlorid enthalt. Die Reaktionsmischung 
wird wenigstens 4 h unter RiickfluB gehalten, Es wird 
gewaschen mit trockenem Chloroform und gekocht un- 45 
ter RuckfluB in einer 5% Natriumthionitlosung. Die 
Azokupplung erfolgt mit t g Arylamin-Silikon durch 
Zugabe von 20 ml 2 N HCl im Eisbad. Es wird 100 mg 
festes Natriumnitrit zugegeben und 30 min diazotiert. 
Danach wird gewaschen mit Eiswasser. 100 mg HS I 50 
werden bei pH 8.5 in 0,05 M Natriumphosphat gelost 
und 1 g diazotiertes Polymer zugegeben. Es wird zwi- 
schen 2— 18h gekuppelt. Das Produkt wird wie oben 
beschrieben gewaschen. 

55 

Beispiel 1 1 

Herstellung von Polymerrgebundenen HS I durch 
Copolymerisation mit Alkylierungs- und 

Acylierungsmonomeren 60 

3,4 Epoxybuten. Acrylsaure-2-3-epoxypropyIesier, 
Acrylsaure-2-3-thioglycidylester. 1 -Allyloxy-3-(N-ethy- 
lenimin)-2-propanol. Acrylsaure-O-succinimidester oder 
Acrylsaurechlorid, Maleinsaureanhydrid, Chlormalein- 65 
saureanhydrid, Maleinsaureazid oder 3-Bromopropen 
werden in equimolaren Mengen mit HS I umgesetzt und 
anschlieBend mit den iiblichen Methoden polymerisiert 
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